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Cited2 é um modelador transcricional essencial para o desenvolvimento normal 
cardíaco. A manutenção, diferenciação e proliferação celular ocorrem e são controladas 
por uma rede complexa de vias de sinalização. No trabalho aqui apresentado pretende-se 
esclarecer de que forma a proteína Cited2 está envolvida na diferenciação de células 
estaminais embrionárias de ratinho em células cardíacas. O principal objetivo deste 
projeto consistiu em testar se Cited2 promove a diferenciação cardíaca por participar na 
expressão de moléculas de sinalização e se este meio é capaz de resgatar os defeitos de 
diferenciação das células estaminais embrionárias com deleção de Cited2. Para testar esta 
hipótese diferenciou-se células C2fl/fl[Cre]B, com e sem knockout de Cited2, durante as 
primeiras 48 horas, em meio condicionado de E14T/flag-CITED2 e efetuou-se contagens 
de focos contráteis. Analisou-se a expressão transcricional de genes relacionados com a 
diferenciação cardíaca em E14T/flag-CITED2. De acordo com os resultados obtidos 
neste estudo, a expressão e secreção de diversos fatores para o meio condicionado 
preparado a partir de ESC E14T/flag-CITED2 demonstra que, nas primeiras 48 horas de 
diferenciação, há a compensação da falta ou depleção Cited2 e observou-se que a sobre 
expressão de CITED2 nas células E14/T levou a um aumento de expressão transcricional 
de Wnt5a, Wnt11, Fgf10 e Dkk1. 
 
 















Cited2 is a transcriptional modulator essential for normal cardiac development. 
The maintenance, differentiation and cell proliferation occur and are controlled by a 
complex network of signaling pathways. The work presented here is intended to clarify 
how Cited2 is involved in differentiation of mouse embryonic stem cells into cardiac 
cells. The main objective of this project was to test whether Cited2 promotes signaling 
cascades important for cardiac differentiation and to verify whether this culture medium 
is able to rescue the differentiation defects of embryonic stem cells with Cited2 deletion. 
To test the hypothesis C2fl/fl[Cre]B cells were differentiated, with and without a Cited2 
depletion, during the first 48 hours, in conditioned medium from E14T/flag-CITED2 ESC 
and contractile foci were counted. We also analyzed the transcriptional expression of 
genes associated with cardiac differentiation in E14T/flag-CITED2. According to the 
results of this study, the expression of various secreted factors was increased in cells 
overexpressing CITED2. Thus, within the first 48 hours of differentiation, there is 
compensation of Cited2 depletion by conditioned medium of cells overexpressing 
CITED2 and we observed that the overexpression of CITED2 in E14/T cells led to an 
increase in the transcriptional expression of Wnt5a, Wnt11, FGF10 and Dkk1.   
 
 















Resumo ............................................................................................................................ ii 
Abstrat ............................................................................................................................ iii 
Índice .............................................................................................................................. iv 
Índice de figuras ............................................................................................................ vi 
Índice de tabelas .......................................................................................................... viii 
Lista de abreviaturas e significados ............................................................................. ix 
1. Introdução ................................................................................................................ 1 
1.1. Células estaminais......................................................................................................... 2 
1.1.1. Células estaminais embrionárias .......................................................................... 2 
1.1.2. Células estaminais adultas .................................................................................... 3 
1.2. Plutipotência ................................................................................................................. 4 
1.2.1. Genes envolvidos na pluripotência ....................................................................... 4 
1.3. Diferenciação ................................................................................................................ 6 
1.3.1. Diferenciação in vitro ........................................................................................... 7 
1.3.2. Diferenciação Cardíaca ........................................................................................ 9 
1.3.3. Progenitores Cardíacos ...................................................................................... 13 
1.4. Família dos fatores de CITED .................................................................................... 14 
1.4.1. Cited2 .................................................................................................................. 14 
1.4.2. Consequências do knockout de Cited2 ................................................................ 15 
1.5. Papel do Cited2 nas células estaminais embrionárias ............................................... 16 
2. Objetivo .................................................................................................................. 18 
3. Materiais e métodos .............................................................................................. 19 
3.1. Cultura de células ....................................................................................................... 19 
3.1.1. Linhas celulares .................................................................................................. 19 
3.1.2. Vetores plasmidícos ............................................................................................. 20 
3.1.3. Transfeção ........................................................................................................... 21 
3.2. Meio condicionado ...................................................................................................... 22 
3.3. Diferenciação de células estaminais embrionárias .................................................... 22 
3.3.1. Embryoid bodies .................................................................................................. 23 
3.4. Análise de expressão transcricional............................................................................ 24 
3.4.1. Extração de RNA ................................................................................................. 27 
3.4.2. Limpeza de RNA contaminado com fenol ............................................................ 27 
v 
 
3.4.3. Síntese de DNA complementar ............................................................................ 28 
3.4.4. RT-qPCR ............................................................................................................. 28 
3.5. Análise Estatística ....................................................................................................... 31 
4. Resultados .............................................................................................................. 32 
4.1. O meio condicionado de células que sobre expressam CITED2 reverte defeitos de 
diferenciação cardíaca causados pela falta de Cited2 ........................................................... 32 
4.2. As células E14/T sobre expressando flag-CITED2 expressam mais transcritos de 
Fgf10, Dkk1, Wnt5a e Wnt11 .................................................................................................. 35 
4.3. As células C2
fl/fl
[Cre]B diferenciadas em meio condicionado com sobre expressão de  
CITED2 apresentam uma expressão transcriocinal não correspondente à hipótese testada . 37 
5. Discussão ................................................................................................................ 40 
6. Conclusões .............................................................................................................. 43 
7. Perspetivas Futuras ............................................................................................... 44 







Índice de figuras 
 
Figura 1.1- Origem das células estaminais embrionárias, que derivam da massa celular 
interna do blastocisto de mamíferos (Adaptado de Donovan, e Gearhart, 
2001). ............................................................................................................. 3 
Figura 1.2- Modelo da regulação genética da pluripotência em ESC. ............................. 6 
Figura 1.3- Linhagens pluripotentes do embrião de ratinho. ............................................ 7 
Figura 1.4 - Sinais para a formação de músculo cardíaco durante a embriogénese e a 
diferenciação das ESC. ................................................................................ 10 
Figura 1.5- Subdomínio dentro do SHF. O SHF é caraterizado pela expressão de Nkx2.5 
e Islet1 (Isl1) mostrado ao dia embrionário 8 (E8.0). .................................. 11 
Figura 1.6- Vias de sinalização da programação de células cardíacas durante a 
embriogénese. .............................................................................................. 12 
Figura 1.7 - Modelo do coração de sinais induzidos na mesoderme primitiva de pintos.
 ..................................................................................................................... 13 
Figura 3.1 - Esquema exemplificativo do knockout de um gene por recombinação, através 
da recombinase Cre em locais LoxP individuais. Os locais homólogos LoxP 
flanqueiam o gene de interesse, no nosso caso, o gene Cited2, que será 
excisado. (Adaptado de Norman e Maclnnes, 2002). .................................. 20 
Figura 3.2- Escala de tempo do crescimento dos EB. .................................................... 23 
Figura 3.3- Esquema exemplificativo do método de formação de EB utilizando a técnica 
de HD, para posterior recolha dos mesmos ao dia 2 e 3 de diferenciação 
(adaptado de Lee e Han, 2010). ................................................................... 24 
Figura 3.4 - Princípio da técnica de RT-qPCR utilizando o SYBRGreen. ..................... 25 
Figura 3.5 Gráficos de amplificação com a curva exponencial de um produto de PCR 
detetado, em que o valor de CT corresponde ao valor onde a curva se 
sobrepõem ao limiar, chamado de threshold line (Adaptado de Real-Time 
PCR Applications Guide, 2006). ................................................................. 26 
Figura 4.1 – Gráficos do número de colónias a contrair (%) e do número de focos de 
contração/EB com focos de contração aos dias 8,9 e 10 de diferenciação. . 34 
Figura 4.2 - Gráfico da expressão relativa de ESC E14T/flag-Cited2 e E14T/Controlo. 
Expressão relativa de Bmp4, Wnt3, Wnt3a, Wnt5a, Wnt5b, Wnt11, Dkk1, 
Cer1, Fgf8, Fgf10, Nodal e Cited2 normalizados com Gapdh e determinados 
por RT-qPCR em células indiferenciadas (D0). ESC E14/T transfetadas com 
vii 
 
um plasmídeo que expressa de forma constitutiva os vetores flag-CITED2 e 
controlo. Os resultados são apresentados com a média  erro padrão da média 
de quatro replicados biológicos independentes. Legenda: Ctr, refere-se às 
células controlo que não sobre expressa nenhuma proteína; FC2, refere-se às 
células que sobre expressa a proteína CITED2. *p<0.05 **p<0.003 .......... 36 
Figura 4.3 - Gráfico da expressão dos EB ao dia dois (D2) de diferenciação. Expressão 
relativa de Bmp4, Cer1, Cited2, Dkk1, Fgf8, Fgf10, Nodal, Wnt3, Wnt3a, 
Wnt5a, Wnt5b e Wnt11 normalizados com Gapdh e determinados por RT-
qPCR em ESC C2fl/fl[Cre]B diferenciadas em meio condicionado flag-
CITED2 e controlo e na ausência ou presença de 4HT. Os resultados são 
apresentados com a média  erro padrão da média de três replicados 
biológicos independentes. Legenda: Ctr, refere-se ao meio condicionado 
controlo que não sobre expressa nenhuma proteína; FC2, refere-se ao meio 
condicionado que sobre expressa a proteína CITED2. *p<0.05 **p<0.005 , 
relativamente ao meio Ctr+EtOH. ............................................................... 38 
Figura 4.4 - Gráfico da expressão dos EB ao dia 3 (D3) de diferenciação. Expressão 
relativa de Bmp4, Cer1, Cited2, Dkk1, Fgf8, Fgf10, Nodal, Wnt3, Wnt3a, 
Wnt5a, Wnt5b e Wnt11 normalizados com Gapdh e determinados por RT-
qPCR em ESC C2fl/fl[Cre]B diferenciadas em meio condicionado flag-
CITED2 e controlo e na ausência ou presença de 4HT. Os resultados são 
apresentados com a média  erro padrão da média de três replicados 
biológicos independentes. Legenda: Ctr, refere-se ao meio condicionado 
controlo que não sobre expressa nenhuma proteína; FC2, refere-se ao meio 
condicionado que sobre expressa a proteína CITED2. *p<0.05, relativamente 










Índice de tabelas 
 
Tabela 3.1 Lista dos primers específicos de cada gene de interesse e temperatura de 


















Lista de abreviaturas e significados 
 
Lista de abreviaturas Significados 
BMP Bone Morphogenetic Proteins Proteínas morfogénicas do osso 
cDNA Complementary DNA DNA complementar 
CBP cAMP-response-element binding 
protein 
Monofosfato ciclico de adenosine 
(cAMP) elemento de ligação a 
uma proteína  
Cdx2 Caudal-type homeobox 
transcription factor 2 
Fator de transcrição de genes 
homeóticos tipo caudal 
Cer1 Cerberus1  
CH1 First cysteine-hitidine-rich Primeira região rica em cisteína-
histidina 
CITED2 CBP/p300-interacting 
transactivator with ED-rich tail 2 
Transativador de interação 
CBP/p300 com cauda rica em ED 
2 
CMC Cardiogenic Mesoderm Cells Células cardíacas da mesoderme 
CNCCs Cardiac Neural Crest Cells Células da crista neural cardíaca 
CPC Cardiac Progenitor Cells Progenitores cardíacos celulares 
CR2 Conserved region 2 Região conservada 2 
CT Cycle Threshold Definido como o número de 
ciclos necessários para o sinal de 
fluorescência para o atravessar 
limiar 
Dkk1 Dickkopf1  
x 
 
Lista de abreviaturas Significados 
DNA Desoxyribonucleic acid Ácido desoxirribonucleico  
EB Embryoid bodies Corpos embrionários 
ESC Embryonic stem cell Células estaminais embrionárias 
FBS Fetal Bovine Serum Sérum fetal bovino 
FGF Fibroblast growth factors Fatores de crescimento de 
fibroblastos 
FHF First heart fields Primero campo cardíaco 
GMEM Glasgow Modified Eagle Medium  
HCN4 Ion channel hyperpolarization-
activated cyclic nucleotide-gated 
channel 4 
Canal iónico cíclico fechado de 
nucleótidos ativado por 
hiperpolarização 
HD Hanging drop Gotas suspensas 
hESC human Embryonic Stem Cells ESC humanas 
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2C 
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 Lista de abreviaturas Significados 
Oct4 Octamer-binding transcription 
factor 4 
Octâmero de ligação de fator de 
transcrição4  
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Lista de Significados 
 
Annealing Desnaturação do DNA 
Baseline Linha que é considerada uma base para a medição. 
Eppendorfs Tubos de centrifugação 
in vitro Expressão latina que designa todos os processos 
biológicos que têm lugar fora dos sistemas vivos, no 
ambiente controlado e fechado de um laboratório. 
in vivo Refere-se ao experimento feito dentro ou no tecido vivo 
de um organismo vivo 
Knockout Inativação; Técnica genética que consiste em bloquear 
a expressão de um gene específico num organismo. 
Melting curve Avaliação das características de dissociação do DNA de 
cadeia dupla durante o aquecimento 
Pellet Partículas pequenas tipicamente criadas através da 
compressão de um material original 
Primer (forward e reverse) Iniciadores; segmentos de ácidos nucleicos, com 1 a 60 

















Os miócitos cardíacos são produzidos durante a vida fetal, inicialmente originados 
de progenitores cardíacos. No coração adulto de mamíferos estes continuam a ser 
renovados através da sua auto duplicação e por diferenciação de células estaminais 
cardíacas (Bhattacharya et al., 2006; Kajstura et al., 2010). No entanto, a capacidade de 
renovação de miócitos em mamíferos adultos, especificamente em seres humanos, é 
controverso. Existem relatados contraditórios sobre a capacidade regenerativa do coração 
adulto humano (Bergmann et al., 2009; Mollova et al., 2013).  
Historicamente, a renovação de cardiomiócitos em seres humanos tem sido difícil 
de estabelecer. 
A maioria dos casos de cardiomiopatia (grupo de doenças do músculo cardíaco de 
etiologia variada) no estágio de insuficiência cardíaca apresentam perda de 
cardiomiócitos adultos, levando a falência cardíaca e à morte do paciente.  
Em corações humanos adultos a regeneração de cardiomiócitos não é suficiente 
para compensar a perda dos mesmos, sendo por isso o transplante cardíaco o único 
método eficaz para repor os cardiomiócitos perdidos, no entanto é um processo complexo 
e pouco rotineiro.  
Na última década, vários estudos demonstraram que o transplante de 
cardiomiócitos isolados (cardiomioplastia) pode oferecer uma abordagem alternativa para 
o tratamento de doenças cardiovasculares, no entanto, existem fortes limitações, uma 
delas sendo o número escaço de células recolhidas do doador (Sachinidis et al., 2003; 
Senyo et al., 2014).  
Para contornar estas limitações as células estaminais embrionárias são 
consideradas como uma possível fonte de cardiomiócitos para tratamento de doenças 
cardiovasculares, dado o seu potencial cardiomiogénico (Sachinidis et al., 2003; 




1.1. Células estaminais 
As células estaminais, conhecidas pela capacidade de se autorrenovar e 
originarem linhagens celulares mais diferenciadas, contribuem para as funções de 
reparação e homeostasia de um organismo (Donovan e Gearhart, 2001; Verfaillie, 
2002).  
O potencial de diferenciação das células estaminais varia de acordo com o 
estágio de desenvolvimento onde são isoladas. Células totipotentes são isoladas do 
zigoto e possuem a capacidade de dar origem a todas as células de um organismo 
incluindo os tecidos extraembrionários. Por sua vez, as células estaminais embrionárias 
isoladas do botão embrionário ou massa celular interna (ICM para Inner Cell Mass em 
Inglês) do blastocisto, um estágio de desenvolvimento mais tardio, são pluripotentes e 
podem diferenciar em qualquer linhagem do organismo. (Donovan e Gearhart, 2001; 
Rippon e Bishop, 2004). As células estaminais multipotentes, já comprometidas a uma 
determinada linhagem, possuem a capacidade de se diferenciarem apenas nos diferentes 
tipos de células do tecido a partir das quais foram isoladas, são células estaminais 
adultas (Weissman, 2000). 
 
1.1.1. Células estaminais embrionárias 
 
As células estaminais embrionárias (ESC para Embryonic Stem Cells em Inglês) 
(Figura 1.1) são caracterizadas por três pontos importantes, pelo seu potencial de 
autorrenovação ou seja a capacidade das células replicarem e manterem-se num estado 
de indiferenciação durante um prolongado número de passagens (2) pluripotência, após 
estimulação adequada, estas células possuem a capacidade de diferenciar em células 
das três camadas germinativas, mesmo depois de mantidas em cultura por um longo 
período de tempo e (3) quando introduzidas num blastocisto, podem contribuir ao 
desenvolvimento do embrião (Chambers et al., 2003; Rippon e Bishop, 2004; Choi et 
al, 2005; Yu e Thomson, 2006).   
Durante o decorrer do normal desenvolvimento, a implantação do blastocisto 
resulta na diferenciação das três camadas germinativas primárias que irão mais tarde 
originar os órgãos do embrião em desenvolvimento (Beddington e Robertson, 1999). 
As ESC conservam a capacidade de diferenciação nas três camadas germinativas, a 
propriedade de pluripotência, o que faz das ESC um modelo único de estudo in vitro da 
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embriogénese precoce. O centro da rede regulatória que mantem este estado consiste 
num conjunto de fatores de transcrição, entre os quais Oct4 (Octamer-binding 
transcription factor 4 em Inglês) parece desempenhar um papel fundamental (Nichols 
et al., 1998). Oct4 ocupa muitos locais regulatórios no genoma das ESC conjuntamente 
com os fatores Sox2, Nanog e o co-ativador p300 (Chen et al., 2008). Na embriogénese, 
Oct4, Sox2 e Nanog, são essenciais para a manutenção do estado de pluripotência, tanto 
em ESC de ratinhos (mESC para mouse Embryonic Stem Cells em Inglês) como em 
humanas (hESC para human Embryonic Stem Cells em Inglês) (Loh et al., 2006; Göke 
et al., 2011).  
 
 
1.1.2. Células estaminais adultas 
As células estaminais adultas estão presentes em tecidos já desenvolvidos e são 
características de cada tecido a partir do qual são isoladas, tal como, medula óssea, 
fígado, músculo e pele. Devido à sua especificidade, estas células encontram-se em 
nichos próprios por todo o corpo e servem a manutenção, crescimento e reparação dos 
tecidos (Rippon e Bishop, 2004; Biswas e Hutchins, 2007).  
Figura 1.1- Origem das células estaminais embrionárias, que derivam da massa celular 
interna do blastocisto de mamíferos (Adaptado de Donovan, e Gearhart, 2001). 
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Em teoria, estas células podem ser recolhidas e transplantadas de volta para o 
mesmo indivíduo para a reparação de tecidos, contornando assim a necessidade de 
imunossupressão apresentando por isso um enorme potencial, onde através das 
mesmas é possível produzir qualquer tipo de célula, tecido ou órgão do corpo 




Para além da capacidade de dar origem aos diferentes tipos de células 
necessários para o correto desenvolvimento e funcionamento do organismo, as linhas 
celulares embrionárias pluripotentes possuem ainda marcadores específicos e fatores de 
transcrição específicos de células estaminais pluripotentes, tais como, Oct4 (Nichols et 
al., 1998; Donovan e Gearhart, 2006), Nanog (Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 
2003), Sox2 (Mitsui et al., 2003) e moléculas de sinalização extracelulares, tais como 
LIF (Leukemia inhibitory factor em Inglês) (Smith et al., 1988; Williams et al., 1988) 
e as proteínas morfogénicas do osso (BMP para Bone Morphogenetic Proteins em 
Inglês) (Ying et al., 2003), têm um papel crítico no estabelecimento e/ou manutenção 
da pluripotência neste tipo de células. 
 
1.2.1. Genes envolvidos na pluripotência 
 
Nanog 
Nanog é uma homeobox que codifica fatores de transcrição com funções 
essenciais de manutenção da pluripotência em células da ICM e na sua derivação para 
ESC (Mitsui et al., 2003). 
Nanog aparece inicialmente em células internas da mórula e do blastocisto, na 
fase de pré implantação, não sendo detetável no momento da implantação. No 
blastocisto a expressão de Nanog é confinada à ICM. A expressão do mesmo reaparece 
no epiblasto proximal ao dia embrionário 6 (E6) e permanece restrito ao epiblasto 
enquanto desenvolvimento prossegue. A expressão deste gene em ratinhos é regulada 
negativamente após o dia embrionário 8 (E8) (Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 
2003; Hart et al., 2004). 
A sobre expressão de Nanog é capaz de manter a pluripotência e a 
autorrenovação, características das ESC, na ausência de LIF, um fator de crescimento 
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adicionado no meio de cultura das ESC para impedir a diferenciação (Chambers et al., 
2003; Mitsui et al., 2003). 
 
Oct4 e Sox2 
Oct4 e Sox2 são fatores de transcrição, Oct4 pertence a família de fatores de 
transcrição com domínio proteico POU, e Sox2 à família de genes SOX (Kamachi et al., 
2000), essenciais para o desenvolvimento e manutenção da pluripotência em ESC, ambos 
estão presentes em células precoces do embrião e em células germinativas de mamíferos 
(Nichols et al., 1998; Shöler et al., 1990).  
Para manter as ESC indiferenciadas, Oct4 e Sox2 interagem entre si e com vários 
outros fatores de transcrição tais como, Stat3 e FoxD3 que regulam a expressão de 
múltiplos genes alvo (Niwa et al, 2000 e 2001; Mitsui et al., 2003). 
Oct4 é altamente expresso em ESC humanas e de ratinho e a sua expressão diminui 
quando estas células diferenciam e perdem pluripotência, originando a trofoectoderme, 
ao passo que a sobre expressão de Oct4 resulta na diferenciação em endoderme e 
mesoderme primitivas (Yeom et al., 1996; Niwa, 2001).  
 
Equilíbrio entre Oct4 e Nanog 
Como descrito nas secções anteriores, Oct4, Sox2 e Nanog são genes/proteínas 
importantes para a manutenção das células estaminais, estes fatores interagem entre si 
para regular a expressão genética. De fato o fator-chave neste processo é o equilíbrio 
que existe entre estas proteínas. 
Foi demonstrado que a ação de Nanog requer a presença contínua de Oct4, 
implicando que este pode determinar a expressão de Oct4. Este efeito é suscetível de 
ser indireto, no entanto, já que a expressão Oct4 não é visivelmente aumentada em 
sobrexpressão de Nanog. Contudo, o aumento da expressão de Oct4 faz com que as 
ESC diferenciem, enquanto o aumento de Nanog impede a diferenciação. Portanto, 
Nanog pode atuar para limitar o potencial de diferenciação – indução de Oct4 
(Chambers et al., 2003) (Figura 1.2).  
A via de sinalização das Wnt está também envolvida na manutenção da 
pluripotência. Quando ativada, esta via mantem o fenótipo indiferenciado em mESC e 
hESC. A sinalização Wnt é ativada por via endógena em ESC e é regulada 
negativamente sob diferenciação (Sato et al., 2004; Zhang et al., 2013). A ativação da 
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sinalização de Wnt podem também regular positivamente a expressão de STAT3 (Hao 






A diferenciação celular é definida como uma aquisição de especialização, 
ocorrendo em diversos passos em simultâneo e regulada temporalmente por diversos 
processos, que se iniciam pelo compromisso e determinação do destino celular. 
Como mencionado anteriormente, as ESC são células pluripotentes que podem 
diferenciar em três tipos celulares, ectoderme, endoderme e mesoderme (Chambers et al., 
2003; Rippon e Bishop, 2004; Choi et al, 2005; Yu e Thomson, 2006).  
A diferenciação das ESC é acompanhada de uma regulação negativa de diversos 
fatores de transcrição e moléculas de sinalização que mantêm o fenótipo de pluripotência, 
tais como Oct4 e Nanog, e a regulação positiva dos fatores de transcrição envolvidos na 
diferenciação (Gu et al., 2005). 
Figura 1.2- Modelo da regulação genética da pluripotência em ESC. 
(A) Os enhancers estão unidos por Oct4, Sox2 e Nanog, todos juntos, com p300 em ESC. 
Estes enhancers mantêm a pluripotência por ativação da expressão de genes em ESC.  
(B) Após a diferenciação da célula, os mesmos os enhancers são unidos por p300 em tecidos 
de desenvolvimento, juntamente com outros fatores de transcrição. O gene alvo é expresso 
(Adaptado de Göke et al., 2011). 
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Por exemplo, a expressão do fator de transcrição Gata6 origina em ESC a 
diferenciação em endoderme primitiva (Fujikura et al., 2002), tal como a expressão do 
fator de transcrição Cdx2 (para caudal-type homeobox transcription factor 2 em Inglês) 
induz a diferenciação das ESC em trofoectoderme (Niwa et al., 2005) (Figura 1.3). 
 
 
1.3.1. Diferenciação in vitro 
 
Quando cultivadas in vitro nas condições apropriadas, as ESC diferenciam em células 
especializadas, tais como, células cardíacas, miogénicas, neurais, hematopoiéticas, 
epiteliais, vasculares do músculo liso, endodérmicas, adipogénicas e condrogénicas (Czyz 
e Wobus, 2001; Boheler et al.,2002; Choi et al., 2005; Fauzi et al.,2015; Suchorska et al., 
2015; Yan et al., 2015). Conhecendo quais os padrões de desenvolvimento que regulam 
a expressão genética é possível analisar os processos de desenvolvimento a nível celular 
in vitro e por conseguinte as ESC têm sido utilizadas como modelo experimental para 
analisar eventos de diferenciação precoce e complementar com estudos in vivo (Czyz e 
Wobus, 2001).  
Figura 1.3- Linhagens pluripotentes do embrião de ratinho. 
 
(A) As células estaminais pluripotentes (verde) encontram-se na mórula como células internas, 
que em seguida (B) formam a ICM do blastocisto.  
(C) Depois de originar a endoderme primitiva na superfície da ICM, as células estaminais 
pluripotentes formam o epiblasto e começam a proliferar rapidamente após implantação.  
(D) Formam então a ectoderme primitiva, que irá originar a linhagem de celular germinativa e a 
linhagem celular somática do embrião. Certos fatores de transcrição chave (azul) são necessários 




Para promover uma diferenciação eficiente e reprodutível em ESC em células de 
interesse in vitro, é comum a vários grupos de investigação, a remoção do estímulo 
necessário para a auto-renovação e manutenção da pluripotência das ESC, como por 
exemplo, remoção do LIF das condições de cultura.  
Uma das estratégias para induzir diferenciação das ESC in vitro é a elaboração de 
corpos embrionários (EB para embryoid bodies em Inglês). Os EB são originados a partir 
de ESC em suspensão que se vão agregar formando esferas tridimensionais, que se 
assemelham a embriões precoces pós-implantação e que diferenciam naturalmente nas 
três camadas germinativas, endoderme, ectoderme e mesoderme. (Czyz e Wobus, 2001; 
Rippon e Bishop, 2004; Choi et al., 2005). 
A estrutura tridimensional da célula resultante facilita as interações multicelulares, 
devido ao contato célula a célula e podem ser estabelecidas por junções gap (Desbaillets 
et al., 2000). 
Após a agregação, a camada externa dos EB é distinguida como endoderme 
primitiva extra embrionária que se diferencia em endoderme visceral (Doetschman et al., 
1985).  
A matrix extra celular, que é secretada a partir da camada de endoderme primitiva, 
em seguida, forma uma espessa membrana basal, que separa a endoderme primitiva da 
massa interna dos EB. Ao longo do interior da membrana basal, é formada a camada da 
ectoderme primitiva e ocorre cavitação no interior dos EB. Esta série de processos é 
considerado um modelo in vitro, que recapitula o desenvolvimento inicial embrionário 
desde o estágio de blastocisto até ao estágio de ovo cilíndrico (Coucouvanis, 1995). 
Durante a maturação dos EB, que ocorre normalmente entre o dia 2 e 6, as ESC 
sofrem enormes alterações morfológicas (Doetschman et al., 1985) e adquirem diversos 
marcadores típicos de células diferenciadas (Itskovitz-Eldor et al., 2000). Entre os 
marcadores específicos das três camadas germinativas, encontram-se o GATA4 (GATA 
binding protein 4 em Inglês) e -fetoprotein como marcadores da endoderme 
inicialmente expressos no início da fase de pós implantação e são mantidas na endoderme 
visceral e parietal do saco vitelino durante a gastrulação (Choi et al., 2005). Os genes 
Brachyury e BMP4 são expressos na mesoderme precoce e os genes Pax6 e Mash1 na 
neuroectoderme, (Czyz e Wobus, 2001). A Desmina também é expressa na região 
mesodermal, especialmente nas fibras musculares, e a Nestina na área de 
neuroectodermal. (Choi et al., 2005). 
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A técnica mais utilizada para formar EB é a de gotas suspensas (HD para hanging 
drop em Inglês). Esta técnica de diferenciação de EB por HD foi referida como 
favorecendo preferencialmente linhagens celulares mesodérmicas (Takahashi et al., 
2007). 
No entanto os métodos de suspensão e agregação celular para gerar EB são 
tecnicamente complexos e demorados. 
 
1.3.2. Diferenciação Cardíaca 
 
Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento do coração (cardiogénese) são 
conservados entre vertebrados. A identificação de fatores de crescimento, de transcrição, 
cascatas de sinalização são capazes de induzir a cardiogénese são cruciais para o 
desenvolvimento in vitro de cardiomiócitos de ESC (Sachinidis et al., 2003). 
 
Para ocorrer formação do coração é necessário que as células mesodérmicas 
assumam o destino de se tornarem cardiomiogénicas e que migrem para as regiões ântero-
-lateral do embrião durante a gastrulação. Este processo é regulado por citocinas, tais 
como proteínas BMPs nomeadamente BMP2 e BMP4 e fatores de crescimento de 
fibroblastos (FGFs), que desempenham um papel essencial na indução de fatores de 
transcrição cardíaca e diferenciação em cardiomiócitos nos vertebrados (Figura 1.4) 
(Schultheiss et al, 1997; Schlange et al., 2000; Kami et al., 2008). 
 
A mesoderme cardíaca expressa marcadores específicos, tais como, Brachyury e 
Flk1 e são ainda especificados para células progenitoras cardíacas precoces por Mesp1 
(Bondue et al., 2008; Chan et al., 2013; Saga et al., 1999; Ishitobi et al., 2011). É a partir 
da mesoderme cardíaca que derivam duas populações celulares que vão originar o 
primeiro campo cardíaco, FHF (para first heart fields em Inglês), e o segundo, SHF (para 
second heart fields em Inglês), que mais tarde vão contribuir para a formação dos átrios, 
ventrículos e tronco pulmonar. Estas duas populações vão continuar a diferenciar até 







Esta etapa de desenvolvimento cardíaco é caracterizada por reguladores 
transcricionais do FHF e SHF que expressam os fatores de transcrição Isl1 (Islet-1 
transcription factor em Inglês), Nkx2.5 (Nk2 transcription factor related, locus 5 em 
Inglês), Tbx5 (T-box transcription factor 5 em Inglês), Gata4 e Mef2c (Myocyte 
enhancer factor 2C em Inglês), contudo o fator Tbx5 está predominantemente presente 
em células do FHF e a expressão de Isl1 é uma característica dos progenitores SHF 
(Figura 1.5) (Cai et al., 2003; Moretti et al., 2006; Vincent e Buckingham, 2010; 
Laugwitz et al., 2005; Brade et al., 2013).  
A expressão mesodermal de FGF foi demonstrada ser crucial para o 
desenvolvimento do SHF, nomeadamente Fgf8 e Fgf10, em que a deleção de um alelo 
destes genes demonstrou prejudicar o alinhamento do trato pulmonar, septação e 
orientação do coração (Frank et al., 2002; Ilagan et al., 2006; Marguerie et al., 2006; Park 
et al., 2006). Ao nível célula Fgf8 regula a expressão de genes marcadores de SHF, Isl1 
Figura 1.4 - Sinais para a formação de músculo cardíaco durante a embriogénese e a diferenciação 
das ESC. 
Linhas contínuas e tracejadas indicam sinais positivos e negativos, respetivamente, nas fases de 




e Mef2c (Park et al., 2006), levando a proliferação da população progenitor SHF. FGF10 




Um marcador específico de FHF foi recentemente identificado, o HCN4 - Canal 
iónico cíclico fechado de nucleótidos ativado por hiperpolarização (em Inglês, ion 
channel hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel 4), que é um 
marcador do sistema de transporte que aparenta ser específico de células que 
predominantemente se diferenciam em cardiomiócitos arteriais e ventriculares (Liang et 
al., 2013; Spater et al., 2013). 
As proteínas da família Wnt estão também implicadas no desenvolvimento 
embrionário e cardiomiogénese (Figura 1.6), os sinais inibitórios mediados por estas, 
segregadas pelo tubo neural e ricas em cisteínas e glicoproteínas, suprimem a 
cardiomiogénse na mesoderme adjacente (Sachinidis et al., 2003; Kami et al., 2008). 
A expansão e diferenciação de células progenitoras cardíacas positivas Nkx2-5 e 
Isl1 também dependem da sinalização da via canónica das Wnt (Lian et al., 2012). Nos 
vertebrados a Wnt1/3a, ativa a via canónica de sinalização da Wnt/-catenina que leva à 
Figura 1.5- Subdomínio dentro do SHF. O SHF é caraterizado pela expressão de Nkx2.5 e 
Islet1 (Isl1) mostrado ao dia embrionário 8 (E8.0). 
A parte anterior do SHF (amarelo) é composto por células que expressam Tbx1, Fgf8 ou Fgf10 
e ativa o enhancer de Mef2c-SHF, enquanto Wnt2 é expresso em adição a Nkx2.5 e Isl1 no SHF 
posterior (verde). Na maior parte do lado posterior e lateral do SHF reside um domínio que se 
carateriza pela expressão de Tbx18 mas não de Nkx2.5 (vermelho). Pitx2c é expresso apenas no 
lado esquerdo da SHF (riscas diagonais) (Adaptado de Vincent e Buckingham, 2010). 
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estabilização da -catenina, inibindo a diferenciação em cardiomiócitos e a Wnt11 
promove a diferenciação cardíaca através da via não canónica em Xenopus e linhas 
celulares embrionárias de ratinho (Kami et al., 2008). 
 
 
Existem evidências de que Crescent, um antagonista que inibe a Wnt8, e 
Dickkopf1 (Dkk1), também um antagonista das Wnt3a, Wnt8, Wnt2b e Wnt5a, 
promovem a cardiogénese (Kazanskaya et al., 2000; Marvin et al., 2001). Foi também 
demonstrado que a sinalização de BMP2 na mesoderme de embriões de galinha é 
essencial para a rápida ativação da sinalização de Nodal e os seus genes-alvo Pitx2 e 
Nkx3.2 (Piedra e Ros, 2002; Schlange et al., 2002) (Fig. 1.7). A sinalização de Notch, 
IGF (fator de crescimento insulínico em Inglês Insulin Growth Factor), Hedgehog e 
Hippo surgiram recentemente como reguladores importantes na vasculogénese cardíaca 
Figura 1.6- Vias de sinalização da programação de células cardíacas durante a embriogénese. 
 
Esquema representativos das vias de sinalização e / ou moduladores da diferenciação cardíaca 
das fases de formação da mesoderme, especificação cardíaca e manutenção de progenitores do 
HF (campo cardíaco, em Inglês heart field).  
Legenda: Seta circular, indicação de autorrenovação; FHF, primeiro campo cardíaco (genes 
marcados a azul); SHF, segundo campo cardíaco (genes marcados a vermelho) (Adaptado de 










1.3.3. Progenitores Cardíacos 
 
Existem três origens distintas de populações de células que contribuem para a 
formação do coração, chamados de progenitores cardíacos celulares, CPC (para Cardiac 
Progenitor Cells em Inglês), (1) as células cardíacas da mesoderme - CMC (para 
Cardiogenic Mesoderm Cells em Inglês), (2) células do pró epicárdio (PE) e (3) células 
da crista neural cardíaca - CNCCs (para Cardiac Neural Crest Cells em Inglês) (Thomas 
et al., 2013). 
As CMC, que contém os FHF e SHF, formam a maior proporção dos ventrículos, 
aurículas e tronco da artéria pulmonar do miocárdio. Além disso estas células 
progenitoras contribuem para o endocárdio, sistema de condução e coxins da aorta e 
pulmonares (Thomas et al., 2013).  
Figura 1.7 - Modelo do coração de sinais induzidos na mesoderme primitiva de pintos. 
 
(A) BMP2 e BMP4 são expressos na linha primitiva posterior e na lateral do embrião, que induz 
as células precursoras da placa lateral da mesoderme a tornarem-se tecido do coração. Inibidores 
da via das Wnt, tais como, Crescent, são expressos na zona anterior do embrião, quanto que 
Wnt3a e Wnt8c são expressos na linha primitiva posterior e mesoderme lateral. A expressão de 
NKX-2.5 surge nos estágios 5-6 na região do embrião onde os sinais da via das Wnts estão 




As células progenitoras do PE compreendem o epicárdio e diferenciam-se em 
fibroblastos intersticiais incorporados no miocárdio, células musculares lisas vasculares, 
células endoteliais dos vasos coronários e alguns miócitos, principalmente no septo 
atrioventricular. Adicionalmente, a interação do epicárdio com o miocárdio subjacente é 
crucial para o crescimento e maturação da câmara e crescimento muscular ventricular 
(Zhou et al., 2008; Manner et al., 2001; Schlueter e Brand, 2012; Thomas et al., 2013). 
Os progenitores CNCCs originam-se no tubo neural dorsal e contribuem para dar 
origem às células do músculo liso distal do tronco pulmonar e ao septo aórtico pulmonar, 
bem como o sistema nervoso autónomo do coração. O desenvolvimento da válvula 
cardíaca e formação de septos do coração é também criticamente dependente do 
desenvolvimento adequado do CNC (Hildreth et al., 2008; Thomas et al., 2013). 
 
1.4. Família dos fatores de CITED 
A família dos moduladores da transcrição CITED engloba quatro genes identificados, 
no entanto, apenas três desses genes estão presentes em mamíferos, CITED1, 2 e 4 
(Yahata et al., 2002). Todos os membros que constituem esta família apresentam um 
domínio conservado de ligação aos co-activadores transcricionais p300 e CBP, chamado 
CR2 (conserved region 2 em Inglês) e localizado na parte C-terminal das proteínas 
(Yahata et al, 2000 e 2002). As proteínas CITED são essencialmente nucleares e têm 
entre 22 a 27 kDa de proteína nuclear e são moduladores transcricionais, que atuam 
aumentando ou diminuindo a transcrição genética (Yuan e Giordano, 2002).  
 
1.4.1. Cited2 
Cited2 é um co-ativador dos fatores de transcrição da família AP-2 (TFAP2), 
interagindo com o domínio de dimerização de TFAP2 (Bragança et al., 2003) e 
formando um complexo proteico com as acetiltransferases e co-ativadores da transcrição, 
CBP (cAMP-response-element binding protein em Inglês) e p300. Os fatores p300/CBP, 
CITED2 e TFAP2A formam um complexo proteico implicado na formação do tubo 
neural e para o desenvolvimento normal cardíaco e hematopoético, desempenhando 
também um papel fundamental no controlo do crescimento celular (Bamforth et al., 
2001; Bragança et al., 2003; Kranc et al., 2003). 
Cited2 liga-se diretamente e com elevada afinidade ao CH1 - primeira região 
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rica em cisteína-histidina (first cysteine-hitidine-rich em Inglês) de p300 e CBP, atuando 
como modelador positivo de transcrição (interagindo com TFAP2 por exemplo) ou um 
regulador negativo de fatores, como o fator induzível por hipoxia (HIF)-1 através da 
sua ligação competitiva com HIF-1 a CBP/p300 (Bhattacharya et al., 1999; Bamforth 
et al., 2001 e 2004; Freedman et al., 2003; Chou et al., 2006; Qu et al., 2007). 
Em seres humanos, o gene CITED2 localiza-se na região 6q23, que está associada 
com diabetes neonatal mellitus e com resistência à insulina em adultos. Em diversos 
estudos, foi também demonstrado que os defeitos congénitos cardíacos estão 
relacionados com variações/mutações ou metilações anormais do gene CITED2 (Temple 
et al., 1996; Bamforth et al., 2001 e 2004; Xu et al., 2014; Liu et al., 2014). 
A criação do eixo esquerda-direita é um processo fundamental da embriogénese 
dos vertebrados e a incapacidade de desenvolver essa assimetria leva a uma 
morfogénese incorreta de diversos órgãos internos que, constituem a causa de várias 
malformações cardíacas comuns. O modulador transcricional Cited2 é necessário para 
o estabelecimento normal do eixo esquerda-direita e para o desenvolvimento 
embrionário. Embriões com ausência do gene cited2 (Cited2 -/-) morrem durante a 
gestação com anomalias profundas de desenvolvimento, incluindo malformações 
cardíacas, exencefalias e agenesia adrenal (Bamforth et al., 2001 e 2004). 
Paradoxalmente, no laboratório e em outros estudos publicados, têm sido 
demonstrado que a expressão de Cited2 promove a auto-renovação em ESC de ratinho 
(Chen et al., 2012; Kranc et al., 2015; Pritsker et al., 2006), e os níveis sustentados de 
alta expressão de CITED2 em ESC indiferenciadas prejudica a sua diferenciação. 
 
 
1.4.2. Consequências do knockout de Cited2 
A invalidação da função do gene que codifica Cited2 é letal para o embrião, 
causando defeitos no desenvolvimento do coração e do tubo neural, tais como, 
estreitamento anormal da artéria pulmonar e defeitos do septo ventricular, que são 
também defeitos cardíacos congênitos humanos comuns. Estas anomalias são, em parte, 
consequência da falta de modulação da atividade de transcrição do HIF-1 na ausência 
de Cited2, sendo por isso o Cited2 um gene regulador indispensável durante o 
desenvolvimento pré-natal (Yin et al., 2002). 
Cited2 é induzido por múltiplos fatores de crescimento e citoquinas que 
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transformam ontogeneticamente as células. Foi demonstrado em embriões de ratinho 
que na ausência de Cited2 a proliferação de fibroblastos cessa prematuramente e 
que está associado a uma redução na fração de crescimento, morfologia celular 






. Foi igualmente revelado que fibroblastos 
Cited2 -/- tinham reduzida expressão dos genes do grupo polycomb Bmi1 e Mel18, que 
funcionam como repressores da expressão dos genes INK4a/ARF e Hox (Kranc et al., 
2003). 
 
1.5. Papel do Cited2 nas células estaminais embrionárias 
Em mESC, a perda acentuada da expressão de Cited2 prejudica a capacidade de 
autorrenovação, proliferação, sobrevivência e desencadeia a diferenciação espontânea 
das mesmas, mas uma pequena população de ESC Cited2 -/- com aparentes 
características de células indiferenciadas adaptam-se à perda de Cited2. 
Curiosamente, as ESC com knockout em Cited2 demonstraram uma diminuição da 
diferenciação, incluindo o compromisso cardíaco, devido a um silenciamento tardio 
dos genes envolvidos na pluripotência e auto-renovação das ESC, tais como, Oct4, 
Klf4, Sox2 e c-Myc (Li et al., 2012; Kranc et al., 2015). 
Em estudos recentes no laboratório foi demonstrado que Cited2 também tem 
um papel importante nas ESC de ratinho por participar na regulação dos fatores 
responsáveis pela pluripotência destas células, tal como Nanog, Klf4 e Tbx3. O 
knockout de Cited2 nas ESC leva estas células a perder a capacidade de proliferação e 
de ficarem indiferenciadas e a um aumento da apoptose (Kranc et al., 2015). Por outro 
lado resultados obtidos no laboratório indicaram que o knockout de Cited2 também 
provoca defeitos de diferenciação das ESC em linhagens de células cardíacas, sendo o 
papel de Cited2 crítico nas primeiras 48 horas dessa diferenciação. Por outro lado, a 
sobre expressão de Cited2 nas ESC indiferenciadas promove a diferenciação cardíaca 
(Pacheco-Leyva – manuscrito em preparação).  
Vários estudos mostram a importância de diferentes fatores na diferenciação 
cardíaca. As deleções de, Bmp4 (Jiao et al., 2003; Klaus, et al., 2007), Wnt3 (Ueno et 
al., 2007), Wnt3a (Palpant et al., 2007), Wnt5a (Pandur et al., 2002; Palpant et al., 
2007), Wnt11 (Palpant et al., 2007; Ueno et al., 2007), Dkk1 (Foley e Mercola, 2005; 
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Palpant et al., 2007), Cer1 (Cai et al., 2013), FGF8 (Frank et al., 2002; Ilagan et al., 
2006) FGF10 (Marguerie et al., 2006) e Nodal (Schier, 2003; Noseda et al., 2011) 
resultaram em anomalias na diferenciação cardíaca de ESC, tendo-se verificado o 
mesmo tipo de alterações com a deleção de Cited2 (Bamforth et al., 2001 e 2004; 





A manutenção, diferenciação e proliferação celular ocorrem e são controladas por 
uma rede complexa de vias de sinalização. No trabalho aqui apresentado pretende-se 
esclarecer de que forma a proteína CITED2 está envolvida nas cascatas de sinalização 
importantes para a diferenciação de células estaminais embrionárias de ratinho em células 
cardíacas.  
Com base em estudos anteriores realizados no laboratório, formulou-se a 
hipótese que Cited2 controla a expressão de fatores ou proteínas que são secretados 
para o meio de cultura e que promovem a diferenciação cardíaca.  
O principal objetivo deste projeto consistiu em testar esta hipótese, verificando 
se o meio de cultura de células estaminais embrionárias de ratinho E14/T sobre 
expressando Cited2, promove a diferenciação cardíaca destas células e se é capaz de 















3. Materiais e métodos 
Por forma a compreender as vias envolvidas, sobre expressou-se CITED2 em 
células estaminais E14/T. Com a sobre expressão desta proteína, recolheu-se o meio de 
cultura rico em fatores secretados – Meio condicionado. Este meio foi posteriormente 
utilizado para iniciar a diferenciação das ESC C2fl/fl[Cre]B através da elaboração de EB, 
durante as primeiras 48 horas e na presença ou ausência de 4HT. Sendo assim possível 
determinar a significância dos fatores secretados em relação aos defeitos cardíacos 
observados em células com a deleção de Cited2. 
Os EB foram analisados visualmente, por dois observadores diferentes, através 
das contagens de focos contráteis e molecularmente através da técnica de RT-qPCR. 
 
3.1. Cultura de células 
3.1.1. Linhas celulares 
Para este estudo foram utilizadas as linhas celulares E14/T (Nichols et al., 1990) 
e ESC C2fl/fl[Cre]B (Kranc et al., 2015).  
Ambas as linhagens foram cultivadas sob uma camada de 0.1% de gelatina 
(Sigma) com meio Glasgow Modified Eagle Medium (GMEM, Pan Biotech) 
suplementado com 4mM de L-Glutamina (200mM GIBCO®, InvitrogenTM), 1% 
Penicilina/Streptomicina (GIBCO®, InvitrogenTM), 1X Aminoácidos não essenciais 
(100X GIBCO®, InvitrogenTM), 1mM Piruvato de Sódio (100mM GIBCO®, 
InvitrogenTM), 0.05mM -mercaptoetanol (GIBCO®, InvitrogenTM) e 10% (v/v) de Soro 
Fetal Bovino (FBS) (Sigma) a 37ºC com 5% CO2. Foi também adicionado 1000U/ml de 
LIF (ESGRO mLIF Meddium Supplement, Millipore) que impede a diferenciação destas 
células e as mantém pluripotentes. 
As culturas foram monitorizadas utilizando um microscópio invertido.  
As células E14/T são uma linha de ESC de ratinho que derivam de uma estirpe 
129/Ola consanguínea isolada em 1985 pelo Dr. Martin Hooper, as E14T/Tg2a (Hooper 
et al., 1987), que expressam de forma constitutiva o polioma T grande a partir de uma 
cassete de expressão de cDNA integrada, que em ESC permite a replicação 
extracromossómica de vetores de DNA transfetados que contêm a origem de replicação 
do polioma (Gassmann et al., 1995; Aubert et al., 2002). Estas células foram utilizadas 
para transfetar com os vetores pPyCAGIP-FLAG-CITED2 e pPyCAGIP. 
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As ESC C2fl/fl[Cre]B de ratinho (Kranc et al., 2015), foram usadas para a 
diferenciação em EB. Estas células têm o gene Cited2 flanqueado por dois sítios LoxP e 
expressam uma recombinase Cre quimérica (Figura 3.1). Esta enzima é ativada por 
suplementação de 1M de 4-hidroxi-Tamoxifen (4HT) no meio de cultura, e assim 
excisar o gene Cited2 levando ao seu knockout. O início da diferenciação (48 horas) das 
ESC C2fl/fl[Cre]B será feita na presença ou na ausência de 4HT. 
 
Figura 3.1 -– Esquema exemplificativo do knockout de um gene por recombinação, através da 
recombinase Cre em locais LoxP individuais. Os locais homólogos LoxP flanqueiam o gene de 




3.1.2. Vetores plasmidícos 
Para induzir a sobre expressão da proteína CITED2 a linha celular E14T foi 
transfetada com o vetor pPyCAGIP-FLAG-CITED2. Este plasmídeo é um vetor 
epissomal que permite a expressão da proteína CITED2 humana com um “tag” FLAG na 
parte N-terminal. Estas células, que chamaremos E14T/flag-CITED2, expressam de 
forma estável e constitutiva a proteína FLAG-CITED2 (Chen et al., 2012).  
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Numa segunda transfeção, obteve-se as células, que passam a ser denominadas 
E14T/Controlo, contêm o vetor pPyCAGIP, um vetor controlo (vazio), que não sobre 
expressa a proteína de interesse. O vetor pPyCAGIP também é uma construção epissomal 
que expressa um gene que confere resistência à puromicina, permitindo assim a seleção 
das células transfetadas ao fazer um tratamento com este antibiótico que elimina as 
células que não incorporaram ou que perderam o vetor (Chambers et al., 2003). 




A transfeção é um processo de introdução de DNA em células eucarióticas, por 
meio de métodos físicos, químicos ou lípidos (Groskreutz e Schenborn, 1997).  
Para a transfeção das células E14T utilizou-se o método de lipofeção, que 
consiste na utilização de lípidos que podem formar lipossomas num meio aquoso. Estes 
lipossomas contêm o material de transfeção, ou seja, plasmídeos, que se podem fundir 
com a membrana celular, permitindo que o DNA plasmídico atravesse para o citoplasma 
e posteriormente para o núcleo. Pode ocorrer que o plasmídeo nunca chegue ao núcleo e 
por conseguinte não seja transcrito, é necessário por isso fazer uma seleção das células 
que contem o plasmídeo excluído as demais (Dalby et al., 2004). 
Com a transfeção introduziu-se os vetores, pPyCAGIP-FLAG-CITED2 e 
pPyCAGIP nas células E14/T. Estas foram plaqueadas 55x104 cel/mL numa placa P60 
revestida com 0.1% de gelatina. Mantiveram-se as células a 37ºC, 5% CO2 por 24h. 
Transfetaram-se as células com 3g de vetor e com Lipofectamine® 2000 (Invitrogen, 
Life technologies™), 3,2 l por g de vetor. Após 5 horas adicionou-se meio 
GMEM+sup+10% FBS, para inativação da lipofetamina. Passadas 24 horas da 
transfeção, renovou-se o meio e adicionou-se um antibiótico, Puromicina (Sigma), para 






3.2. Meio condicionado 
 
O meio condicionado é um meio rico em fatores secretados pelas ESC quando 
estas são mantidas em condições de cultura, tais como, fatores de crescimento e 
citoquinas. Estes fatores são secretados sob a forma de secretomas, microvesículas ou 
exossomas (Kim e Choi, 2013). 
Para obtenção de meio condicionado, plaqueou-se 100x104 células/mL das 
linhas celulares E14T-CAGIP-FLAG- CITED2 e E14T-CAGIP. As células foram 
mantidas em cultura em meio GMEM+sup+10%FBS por 24 horas. Passado este 
período, substituiu-se o meio de cultura por GMEM+sup+10%FBS sem LIF, mantendo 
estas condições por mais 24 horas. Em seguida, o meio das células E14T-CAGIP-
FLAG-Cited2 e E14T- CAGIP foi recolhido, filtrado, com filtro de 0.20m e 
armazenado a 4ºC.  
 
3.3. Diferenciação de células estaminais embrionárias 
 
As ESC possuem a capacidade de se diferenciarem em vários tipos de células 
quando mantidas em cultura, aplicando os estímulos adequados. O método utilizado 
para induzir a diferenciação de culturas in vitro foi a técnica de HD que irá originar a 
formação de estruturas esféricas em suspensão, os EB. Utilizou-se esta técnica devido 
à semelhança dos EB com o tecido embrionário pós-implantação in vivo (Rippon et al., 
2004; Choi et al.,2005; Yu e Thomson, 2006). 
Esta técnica consiste na formação de agregados celulares em gotas suspensas 
de 20l com 1000 células em cada gota. Enquanto estão em suspensão as células 
agregam e formam os EB que se vão diferenciar em células especializadas (Rippon et 
al., 2004).  
É recorrendo a este método que foi possível a diferenciação eficiente das ESC 
C2fl/fl[Cre]B em cardiomiócitos com capacidade de contração, formando focos de 
contração nas culturas celulares. Estes cardiomiócitos expressam marcadores 
específicos, incluindo proteínas estruturais, recetores e fatores de transcrição cardíacos. 
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3.3.1. Embryoid bodies 
O meio condicionado elaborado a partir das células E14T/flag-CITED2 e 
E14T/Controlo foram usados na diferenciação das ESC C2fl/fl[Cre]B de ratinho. Esta 
diferenciação foi efetuada na ausência e presença de knockout do gene Cited2, 




Ambos os meios condicionados foram suplementados com mais FBS, totalizando 
20% do mesmo, adicionou-se 1M de 4HT ou EtOH a 100% e 5x104 células/mL de 
C2fl/fl[Cre]B. Procedeu-se de seguida à elaboração de EB, adicionando 20L sob a 
forma de gota numa placa de Petri, a qual no fim foi invertida e colocada na estufa a 
37ºC,  5% CO2. Após 48h as placas foram colocadas na posição correta e adicionou-se 
meio GMEM+sup+20% FBS, onde os EB permaneceram a crescer em suspensão por 
mais 48horas. Findo as 48horas os EB foram transferidos para uma placa revestida com 
0.1% gelatina para aderirem, facilitando a sua monotorização. 
Para averiguarmos o efeito dos meios condicionados na diferenciação cardíaca 
procedemos às contagens das zonas de batimentos (focos contráteis) em cada EB aos 
Figura 3.2- Escala de tempo do crescimento dos EB. 
Ao dia 0 (D0) são elaborados as HD, ao dia 2 (D2) vira-se a placa e adiciona-me 
meio GMEM+sup+20%FBS, no dia 4 (D4) coloca-se os EB numa placa com 0.1% 
de gelatina para que estes adiram e se diferenciem. As contagens dos EB e focos 
contráteis foram efetuadas aos dias 7,8,9 e 10 (Adaptado de Pacheco-Leyva et al. – 




dias 7, 8, 9 e 10 após o início da diferenciação (Figura 3.2).  
Para além da monitorização dos efeitos dos meios condicionados na 
diferenciação das células ESC em cardiomiócitos, esta foi complementada por análise 
de expressão de genes associados a este processo, em que os EB foram recolhidos para 



















3.4. Análise de expressão transcricional 
 
No decorrer da diferenciação cardíaca, há uma série de cascatas de sinalização 
que estão ativas. De entre os vários genes descritos nestes processos, selecionou-se 
alguns dos mais relevantes para este estudo e procedeu-se à análise dos mesmos, 
recorrendo ao PCR quantitativo de transcrição reversa em tempo real (RT-qPCR para 
Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction em Inglês). Com esta 
técnica foi possível avaliar as alterações a nível da expressão dos genes ao logo do 
processo de diferenciação cardíaca. 
Figura 3.3- Esquema exemplificativo do método de formação de EB utilizando a 
técnica de HD, para posterior recolha dos mesmos ao dia 2 e 3 de diferenciação 
(adaptado de Lee e Han, 2010). 
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Esta análise foi efetuada às amostras das células E14T-CAGIP e E14T-CAGIP-
FLAG-Cited2, a partir das quais se prepararam os meios condicionados, e aos EB nos 
dias 2 e 3 de diferenciação, com o intuito de identificar que forma os marcadores 
cardíacos envolvidos na via do CITED2 estavam a ser expressos entre as diferentes 
condições experimentais.  
O RT-qPCR é uma técnica que permite a amplificação e monotorização, para 
deteção e medição, em tempo real, de produtos gerados durante cada ciclo de PCR 
através da acumulação dos mesmos, tudo isto numa única etapa. Para possibilitar esta 
deteção é necessário a introdução de um corante fluorescente que liga ao DNA, 
SYBRGreen, um aparelho para monitorizar a amplificação em tempo real e um software 
apropriado para a análise quantitativa. (Heid et al., 1996; Saunders, 2004; Bustin e 
Mueller, 2005). 
O SYBRGreen intercala nas cadeias duplas de DNA amplificado (Figura 3.) durante 
os ciclo de PCR, a quantidade de cadeias duplas produzidas a cada ciclo irá aumentar 
exponencialmente, e por isso mais SYBRGreen se irá ligar e emitir fluorescência, a 520 
nm. (Velden et al., 2003; Bustin e Mueller, 2005). Para avaliar a especificidade dos 
produtos de PCR pode ser executada uma análise com base na melting curve. Para esta 
análise a temperatura é aumentada lentamente desde 40 a 95ºC com monitorização 
contínua da fluorescência. A fluorescência será elevada a baixas temperaturas, quanto 
todo o DNA é cadeia dupla, mas vai diminuir drasticamente em torno da temperatura de 
fusão dos produtos de DNA. Os produtos de PCR de diferentes comprimentos ou 
sequências ira derreter a diferentes temperaturas e será observado como picos distintos 
ao surgir o primeiro negativo derivado da fluorescência vs temperatura e se apenas um 




Figura 3.4 - Princípio da técnica de RT-qPCR utilizando o SYBRGreen.  
A fluorescência é aumentada com a ligação do fluoróforo ao DNA de cadeia dupla. Durante a 
fase de extensão mais SYBRGreen se irá ligar ao produto de PCR, resultando num aumento da 
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fluorescência. Consequentemente, durante cada ciclo de PCR mais sinal fluorescente será 
detetado (Adaptado de Velden et al., 2003). 
Durante os 15 primeiros ciclos de PCR, uma fluorescência específica irá 
determinar um patamar, o baseline, este limiar corresponde á deteção do primeiro 
produto de amplificação do PCR e é usado para calcular o limiar do ciclo (CT), ou 
ponto de passagem de cada amostra, ou seja, o ciclo de PCR em que a fluorescência 
excede a linha do limiar (Figura 3.4). O valor do CT é diretamente proporcional à 
quantidade de sequência alvo presente na amostra, sendo possível, com a elaboração 
de uma curva padrão para o valor do CT (Figura 3.5), calcular a quantidade de 
sequência numa amostra (Heid et al., 1996; Velden et al., 2003; Bustin e Mueller, 2005)  
 
Figura 3.5 Gráficos de amplificação com a curva exponencial de um produto de PCR detetado, 
em que o valor de CT corresponde ao valor onde a curva se sobrepõem ao limiar, chamado de 
threshold line (Adaptado de Real-Time PCR Applications Guide, 2006). 
 
Ao contrário de outros métodos de PCR, este não exige o tratamento das amostras 
após amplificação, aumentando o rendimento dos ensaios e é também uma técnica 
altamente precisa em comparação com a análise de tamanho em géis. Outra vantagem é 
a pouca variação entre ensaios, o que contribui para resultados confiáveis e 
reprodutíveis. Tratando-se de uma técnica baseada em fluorescência contém a 
capacidade quantitativa em ensaios de PCR, em vez de um ensaio qualitativo (Heid et 
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al., 1996; Saunders, 2004; Bustin e Mueller, 2005). 
A preparação das amostras para analise dos níveis de transcrição dos diferentes 
genes, nas diferentes condições experimentais inclui a extração de RNA total seguido da 
síntese de DNA complementar. 
 
3.4.1. Extração de RNA 
Para a extração de RNA total tripsinizou-se as células em cultura para que estas se 
destacassem da placa. Em seguida a tripsina foi inativada com a adição de meio de 
cultura (GMEM + SUP+10% FBS) e a suspensão celular foi transferida para um falcon. 
Centrifugou-se as amostras a 800 rpm durante 4 minutos. Descartou-se o sobrenadante 
e ressuspendeu-se os pellets em PBS 1X. A suspensão foi transferida para eppendorfs e 
centrifugada. Removeu-se o sobrenadante e as amostras foram conservadas a -80ºC até 
posterior utilização. 
A cada amostra adicionou-se 1mL de TRI REAGENT (SIGMA) ressuspendendo o 
pellet. Incubou-se à temperatura ambiente por 5 minutos seguido da adição de 0,2 
volumes de clorofórmio. Agitou-se vigorosamente por inversão, seguindo de nova 
incubação a temperatura ambiente durante 5 minutos. Centrifugou-se a 15000 rpm, 
durante 10 minutos a 4ºC. Recolheu-se a fase aquosa para um novo tubo e adicionou-
se 0,5 volumes de isopropanol gelado (-20ºC), agitou-se vigorosamente por inversão e 
incubou-se a -20ºC. Terminada a incubação, centrifugou-se as amostras a 15000 rpm 
durante 15 minutos a 4ºC. Descartou-se o sobrenadante e procedeu-se a dois passos de 
lavagem com EtOH a 70% gelado (-20ºC). Secou-se o pellet, ressuspendeu-se na 
quantidade apropriada de água miliQ e procedeu-se à quantificação das amostras 
utilizando o Nanodrop 2000c spectrophotometer (Thermo Scientific). 
 
3.4.2. Limpeza de RNA contaminado com fenol 
Durante a extração de RNA utilizou-se o reagente TRI, composto por uma 
mistura de tiocianato de guanidina e fenol. Quando necessário as amostras contaminadas 
com fenol foram limpas. 
Procedeu-se à limpeza adicionando 1 volume de clorofórmio, agitando por 
inversão cerca de 5 minutos, seguida de centrifugação a 10.000g durante 4 minutos a 
4ºC. Recolheu-se a fase aquosa para um novo eppendorf, descartando a fase orgânica. A 
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este novo eppendorf adicionou-se 3 volumes de EtOH 70% a -20ºC, 1/10 volumes de 
3M NA-Acetato a pH 4.8 e colocou-se a -20ºC para incubar durante a noite. Centrifugou-
se novamente a 10.000g durante 45 minutos a 4ºC. Descartou-se o sobrenadante e 
adicionou-se 1mL de EtOH 70% para lavar o pellet, centrifugou-se a 10.000g por 20 
minutos, descartou-se o sobrenadante e secou-se o pellet. Por fim dissolveu-se o RNA 
no volume apropriado de água miliQ e quantificou-se no Nanodrop 2000c 
spectrophotometer (Thermo Scientific). 
 
3.4.3. Síntese de DNA complementar 
Para síntese de cDNA utilizou-se o kit e o protocolo experimental Maxima First 
Strand cDNA Synthesis for RT-qPCR da Thermo Scientific no termociclador C1000™ 
Themal Cycler (Bio-Rad). Para esta reação adicionou-se 4l de 5X Reaction Mix, 2l 
de Maxima Enzyme Mix, 1g de RNA e perfez-se o volume, num total de 20l, com 
água nuclease-free. Seguidamente, incubou-se a reação no termociclador a 25ºC 
durante 10 minutos, seguido de 15 minutos a 50ºC e terminou-se a reação a 85ºC 
durante 5 minutos. Finda a síntese de cDNA, as amostras foram diluídas de 1:5 e 
armazenadas a -20ºC, para posteriormente serem utilizadas para o RT-qPCR. 
 
3.4.4. RT-qPCR 
No RT-qPCR o corante fluorescente utilizado foi o SsoFast™ EvaGreen® Supermix 
(Bio-rad) (2x), que é composto por um buffer de reação a 2x com dNTPs, polímerase 
Sso7d-fusion, MgCl2, corante EvaGreen e estabilizadores. 
O mix reacional foi preparado adicionando SsoFast™ EvaGreen® Supermix 1x, 
0.2M de primer forward e reverse para os respetivos genes de interesse e perfazer o 
volume final com água miliQ, nas quantidades calculadas consoante o número de 
amostras analisadas por set experimental.  
 Adicionou-se 19 L de mix aos poços da placa de PCR da Thermo Scientific e 
1L de cDNA, previamente diluído. A reação de PCR decorreu no C1000™ Themal 
Cycler (Bio-Rad) associada a CFX96™ Real-Time System (Bio-Rad) utilizando o 
programa CFX Manager™ Software (Bio-Rad). O programa de amplificação iniciou-se 
com 5 minutos a 95ºC, correspondendo a fase de desnaturação, seguido de 1 segundo a 
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95ºC e 35 segundos a 65ºC durante 39 ciclos, correspondente à fase de annealing dos 
primers e extensão. Seguidamente, manteve-se a temperatura a 68ºC durante 5 segundos 
e por último, 5 minutos a 95ºC, passo de extensão final. A reação terminou a 37ºC durante 
30 minutos. 
A lista de primers utilizados para RT-qPCR encontra-se abaixo na Tabela 3.1. Os 




Tabela 3.1 Lista dos primers específicos de cada gene de interesse e temperatura de annealing para RT-qPCR. *Temperatura 
de annealing. 
  
Gene Forward 5’-3’ Reverse 5’-3’ ºC* 
BMP 4 TTCCTGGTAACCGAATGCTGA CCTGAATCTCGGCGACTTTTT 65 
Cer 1 CTCTGGGGAAGGCAGACCTAT CCACAAACAGATCCGGCTT 65 
CITED2 CGCATCATCACCAGCAGCAG CGCTCGTGGCATTCATGTTG 65 
Dkk1 CTGAAGATGAGGAGTGCGGCTC GGCTGTGGTCAGAGGGCATG 65 
FGF 8 CCAGCCCCAAACTACCCCGAGGAG CGCGCAGACCCAGCCCAGGAT 65 
FGF 10 CAGCGGGACCAAGAATGAAG TGACGGCAACAACTCCGATTT 65 
GAPDH TCCCACTCTTCCACCTTCGATGC GGGTCTGGGATGGAAATTGTGAGG 65 
Nodal TGGCGTACATGTTGAGCCTCT TGAAAGTCCAGTTCTGTCCGG 65 
Wnt 3 ACCTGGAGAAGGCTGGAAGT CTTGTCCTTGAGGAAGTCGC 65 
Wnt 3a TGGCTCCTCTCGGATACCTC AAAGCTACTCCAGCGGAGGC 65 
Wnt 5a CAAATAGGCAGCCGAGAGAC TCTAGCGTCCACGAACTCCT 65 
Wnt 5b AGATAGGTAGCCGAGAGACTGC GGTAGCCGTACTCCACGTTG 65 
Wnt 11 GCTCCATCCGCACCTGTT CGCTCCACCACTCTGTCC 65 
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3.5. Análise Estatística 
As análises estatísticas dos resultados foram realizadas utilizando o programa 
Microsoft Excel 2013. 
A significância estatística foi determinada através do teste t student de duas caudas, 




























4.1. O meio condicionado de células que sobre expressam CITED2 reverte 
defeitos de diferenciação cardíaca causados pela falta de Cited2 
 
Como mencionado anteriormente, vários fatores secretados e moduladores de 
vias de sinalização que têm um papel chave na cardiogénese a partir de ESC, tais como, 
Bmp4, Wnt3, Wnt3a, Wnt5a, Wnt11, Dkk1, Cer1, FGF8, FGF10 e Nodal, em que a 
deleção de um destes genes resultam em anomalias na diferenciação cardíaca de ESC, 
tendo-se verificado o mesmo tipo de alterações com a deleção de Cited2 (Frank et al., 
2002; Pandur et al., 2002; Jiao et al., 2003; Schier, 2003; Foley e Mercola, 2005; Ilagan 
et al., 2006; Marguerie et al., 2006; Klaus, et al., 2007; Palpant et al., 2007; Ueno et 
al., 2007; Noseda et al., 2011; Cai et al., 2013). 
 
Por outro lado, no laboratório foi demonstrado que a sobre expressão transitória 
de CITED2 nas ESC indiferenciadas promove a cardiogénese e aumenta o número de 
cardiomiócitos maduros 10 dias após o início da diferenciação (Pacheco-Leyva – 
manuscrito em preparação). Para averiguar se moléculas secretadas pelas células sobre 
expressando CITED2 podem reverter os defeitos de diferenciação observados nas células 
com expressão de Cited2 depletada, procedeu-se à diferenciação de células ESC 
C2fl/fl[Cre]B  durante 48 horas, em meio condicionado proveniente de células E14/T 
expressando um vetor controlo (meio Ctr) ou um vetor expressando flag-CITED2 (meio 
FC2). As células C2fl/fl[Cre]B  foram simultaneamente tratadas com 4-hidroxi-tamoxifen 
(4HT) para estabelecer o knockout de Cited2 ou etanol como controlo (EtOH). Após 48 
horas em gotas em suspensão as células foram diferenciadas em meio de diferenciação 
normal (não condicionado) e sem tratamento com 4HT ou Etanol. Para a contagem de EB 
e focos de contração foram elaborados cinco replicados das quatro condições 
experimentais. 
 
Nas condições controlo (Ctr) utilizadas para diferenciação das ESC 
C2fl/fl[Cre]B, tal como já tinha sido observado por outros membros do laboratório, o 
knockout de Cited2 provoca defeitos de diferenciação das ESC em linhagens de células 
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cardíacas, sendo o papel de Cited2 crítico nas primeiras 48 horas dessa diferenciação. 
De facto, a depleção de Cited2 por tratamento com 4HT nas células diferenciadas em 
meio Ctr levou a uma diminuição do número de EB com batimentos (Figura 4.1A) e 
do número de foci contrateis por colónia (Figura 4.1B) aos dias 8, 9 e 10 após o início 
da diferenciação. Também se observou que o meio condicionado (FC2) não promoveu 
um aumento da diferenciação cardíaca das células tratadas com etanol (Figura 4.1A). 
No entanto estas diferenças não foram significativa, com valores de p>0.05. 
Relativamente às células tratadas com 4HT em meio que sobre expressa flag-
Cited2 houve um aumento da percentagem (%) EB com focos contráteis (Figura 4.1A) 
bem como de focos de contração (Figura 4.1B) em comparação com as células tratadas 
4HT e cultivadas em meio Ctr no início da diferenciação, este aumento atingiu valores 
significativos comparativamente com os das células tratadas com etanol onde Cited2 
não foi depletado.  
De acordo com o que foi dito acima, o meio condicionado de células que sobre 
expressam CITED2 reverte defeitos de diferenciação cardíaca, causados pelo 
knockout de Cited2 nas primeiras 48 horas, comprovando que o seu papel é crítico 









Figura 4.1 – Gráficos do número de colónias a contrair (%) e do número de focos de 
contração/EB com focos de contração aos dias 8,9 e 10 de diferenciação. 
(A) Gráfico do número de colónias a contrair (%). 
(B) Gráfico do número de focos de contração/EB com focos de contração. Legenda: Ctr, 
refere-se ao meio condicionado controlo que não sobre expressa nenhuma proteína; FC2, 
refere-se ao meio condicionado que sobre expressa a proteína CITED2. Os resultados são 
apresentados com a média  erro padrão da média de cinco replicados biológicos 
independentes avaliados por dois observadores independentes. *p<0.05 **p<0.02. 
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4.2. As células E14/T sobre expressando flag-CITED2 expressam mais transcritos 
de Fgf10, Dkk1, Wnt5a e Wnt11 
 
Tendo-se observado a recuperação das células knockout para Cited2 aquando da 
diferenciação em meio FC2, quando comparadas com as células tratadas com etanol e 
diferenciadas em meio Ctr, estes resultados vieram reforçar a hipótese que a sobre 
expressão de flag-CITED2 em E14/T pode induzir a expressão de fatores que são 
posteriormente secretados para o meio de cultura. 
Em seguida, procedeu-se à análise da expressão genética, em células E14T/flag-
CITED2 indiferenciadas, dos genes, Bmp4, Wnt3, Wnt3a, Wnt5a, Wnt5b, Wnt11, Dkk1, 
Cer1, FGF8, FGF10, Nodal, e Cited2, que foram descritos como estando provavelmente 
sob influência de Cited2 e envolvidos na formação e diferenciação cardíaca, como já 
descrito anteriormente. 
 
A expressão transcricional dos genes Bmp4, Cer1, Fgf8, Nodal, Wnt3, Wnt3a e 
Wnt5b, não foi alterada de forma significativa em ESC E14T/flag-CITED2 comparando 
com as células controlo (Figura 4.2). Por outro lado, é de notar que os níveis de 
transcrição de Dkk1, Fgf10, Wnt5a e Wnt11 em ESC que sobre expressam flag-CITED2 
aumentaram significativamente em comparação com a expressão nas células controlo. 
Relativamente à expressão de Cited2 é observado um aumento significativo nas células 
transfetadas com o vetor de expressão flag-CITED2, comprovando a existência da 
transfeção (Figura 4.2).  
Em suma, de acordo com os transcritos identificados, as células E14T/flag-CITED2 
expressam de forma aumentada, os fatores de transcrição Fgf10, Dkk1, Wnt5a e Wnt11 




Figura 4.2 - Gráfico da expressão relativa de ESC E14T/flag-Cited2 e E14T/Controlo. Expressão relativa de Bmp4, Wnt3, Wnt3a, Wnt5a, Wnt5b, Wnt11, Dkk1, 
Cer1, Fgf8, Fgf10, Nodal e Cited2 normalizados com Gapdh e determinados por RT-qPCR em células indiferenciadas (D0). ESC E14/T transfetadas com um 
plasmídeo que expressa de forma constitutiva os vetores flag-CITED2 e controlo. Os resultados são apresentados com a média  erro padrão da média de quatro 
replicados biológicos independentes. Legenda: Ctr, refere-se às células controlo que não sobre expressa nenhuma proteína; FC2, refere-se às células que sobre 

































4.3. As células C2
fl/fl
[Cre]B diferenciadas em meio condicionado com sobre 
expressão de  CITED2 apresentam uma expressão transcriocinal não 
correspondente à hipótese testada 
 
Como mostrado na secção anterior, a transfeção com flag-CITED2 leva a alterações 
na expressão de genes nas células E14/T. Tomando em consideração os efeitos que, 
fatores secretados por estas células tiveram na diferenciação, procedeu-se á análise de 
expressão transcricional dos genes Bmp4, Wnt3, Wnt3a, Wnt5a, Wnt5b, Wnt11, Dkk1, 
Cer1, FGF8, FGF10, Nodal, e Cited2 em células C2fl/fl[Cre]B diferenciadas, uma vez 
que, como já referido, foram previamente descritos como estando provavelmente sob 
influência de Cited2 e envolvidos na formação e diferenciação cardíaca (Sahara et al., 
2015). 
 
Para análise de expressão de genes foi realizada a técnica de RT-qPCR em três 
replicados para as células C2fl/fl[Cre]B, cultivadas nos meios condicionados, flag-Cited2 
e controlo, em condições de com e sem knockout, nas primeiras 48 horas e os EB foram 
recolhidos para análise ao D2 e D3 de diferenciação. 
De acordo com os resultados obtidos (Figuras 4.3 e 4.4), não houve knockout de 
Cited2 nas células C2fl/fl[Cre]B, por isso a expressão  destes genes não é relevante para o 
que queríamos demonstrar. 
Ao D2 (Figura 4.3) e ao D3 (Figura 4.4) de diferenciação, a expressão transcricional 
dos genes analisados, apresentarem algumas diferenças significativas, no entanto, estas 




Figura 4.3 - Gráfico da expressão dos EB ao dia dois (D2) de diferenciação. Expressão relativa de Bmp4, Cer1, Cited2, Dkk1, Fgf8, Fgf10, Nodal, Wnt3, 
Wnt3a, Wnt5a, Wnt5b e Wnt11 normalizados com Gapdh e determinados por RT-qPCR em ESC C2fl/fl[Cre]B diferenciadas em meio condicionado flag-
CITED2 e controlo e na ausência ou presença de 4HT. Os resultados são apresentados com a média  erro padrão da média de três replicados biológicos 
independentes. Legenda: Ctr, refere-se ao meio condicionado controlo que não sobre expressa nenhuma proteína; FC2, refere-se ao meio condicionado 





















EB ao D2 de diferenciação










Figura 4.4 - Gráfico da expressão dos EB ao dia 3 (D3) de diferenciação. Expressão relativa de Bmp4, Cer1, Cited2, Dkk1, Fgf8, Fgf10, Nodal, Wnt3, Wnt3a, 
Wnt5a, Wnt5b e Wnt11 normalizados com Gapdh e determinados por RT-qPCR em ESC C2fl/fl[Cre]B diferenciadas em meio condicionado flag-CITED2 e 
controlo e na ausência ou presença de 4HT. Os resultados são apresentados com a média  erro padrão da média de três replicados biológicos independentes. 
Legenda: Ctr, refere-se ao meio condicionado controlo que não sobre expressa nenhuma proteína; FC2, refere-se ao meio condicionado que sobre expressa a 






















EB ao D3 de diferenciação












Cited2 é um modelador transcricional essencial para o desenvolvimento normal cardíaco. 
O knockout deste gene em embriões de ratinho causa a morte do embrião durante a gestação, 
decorrente de anomalias graves, nomeadamente, malformações cardíacas derivadas de um 
estabelecimento anormal do eixo esquerda-direita (Bamforth et al., 2001 e 2004; Bragança et 
al., 2003; Kranc et al., 2003). 
 
Estudos desenvolvidos anteriormente no laboratório demonstraram que a depleção de 
Cited2 ao dia 0 e dia 2 de diferenciação perturba significativamente os eventos subsequentes na 
formação de células cardíacas. Por forma a complementar os trabalhos já desenvolvidos pelo 
grupo, avaliaram-se os efeitos que, fatores a jusante do Cited2 das vias onde esta proteína está 
envolvida teriam como forma de compensar o seu knockout em células estaminais.  
De acordo com os resultados obtidos neste estudo, a expressão e secreção de diversos 
fatores para o meio condicionado preparado a partir de ESC que sobre expressam CITED2 
demonstra que, nas primeiras 48 horas de diferenciação, há a compensação da depleção Cited2 
e a diferenciação cardíaca prossegue de forma semelhante às condições controlo (Figura 4.2). 
 
A sobre expressão de Cited2 nas células E14/T foi complementada com a análise da 
expressão transcricional, através da técnica de RT-qPCR, para os genes Bmp4 (Jiao et al., 2003; 
Klaus, et al., 2007), Wnt3 (Ueno et al., 2007), Wnt3a (Palpant et al., 2007), Wnt5a (Pandur et 
al., 2002; Palpant et al., 2007), Wnt5b, Wnt11 (Palpant et al., 2007; Ueno et al., 2007), Dkk1 
(Foley e Mercola, 2005; Palpant et al., 2007), Cer1 (Cai et al., 2013), FGF8 (Frank et al., 2002; 
Ilagan et al., 2006) FGF10 (Marguerie et al., 2006) e Nodal (Schier, 2003; Noseda et al., 2011) 
uma vez que são genes envolvidos na formação de mesoderme e diferenciação cardíaca e 
consequentemente indicadores de diferenciação (Sahara et al., 2015). De entre os genes 
analisados, observou-se que a sobre expressão de Cited2 nas células E14/T levou a um aumento 
de expressão transcricional de Wnt5a, Wnt11, Fgf10 e Dkk1.  
No entanto, é de ter em consideração que podem existir outros fatores cuja expressão 





Relativamente aos genes com expressão aumentada, Wnt11 e Wnt5a estes pertencem a 
vias não canónica da Wnt que estão associadas à diferenciação cardíaca. Foi demonstrado que 
Wnt5a em combinação com o Dkk1, um inibidor da via canónica das Wnt, inibem a via 
canónica de Wnt3a, promovendo assim a cardiogénese (Kazanskaya et al., 2000; Marvin et al., 
2001; Kami et al., 2008; Noseda et al., 2011; Lian et al., 2012; Zhang et al., 2013). Referente 
ao Wnt11, foi demonstrado que desempenha um papel importante na organização de 
cardiomiócitos essencial ao desenvolvimento do miocárdio ventricular (Nagy et al., 2010).  
O gene Fgf10 pertence ao grupo de genes que codificam para proteínas de fatores de 
crescimento de fibroblastos e que são essenciais na indução de fatores de transcrição cardíaca 
e diferenciação de cardiomiócitos em vertebrados (Schultheiss et al., 1997; Schlange et al., 
2000, Kami et al., 2008). Este gene, juntamente com Fgf8, é expresso na parte anterior de SHF 
e são importantes para a proliferação celular e desenvolvimento do tronco pulmonar (Kelly et 
al., 2001; Cai et al., 2003; Watanabe et al., 2010).  
 
Como mencionado em diversos estudos, o knockout de Cited2 em embriões de ratinho 
provoca, a morte do embrião durante a gestação, decorrente de defeitos cardíacos (Bamforth et 
al., 2001 e 2004; Bragança et al., 2003; Kranc et al., 2003). De forma semelhante, ratinhos com 
deleção de Fgf10 e Wnt5a, exibem igualmente defeitos cardíacos, tais como, anomalias na 
septação ventricular e no tronco pulmonar (Marguerie et al., 2006; Nagy et al., 2010; Watanabe 
et al., 2010).   
 
Neste estudo, a expressão transcricional de Nodal não é significativa nas E14T/flag-
CITED2 indiferenciadas em comparação com as células controlo, no entanto, de acordo com a 
literatura, este gene é importante para o estabelecimento do eixo esquerda-direita (Bamforth et 
al., 2004). Ratinhos com knockout de Cited2 apresentam expressão de Nodal no nó primitivo, 
mas não na placa lateral esquerda da mesoderme, onde este é necessário para o estabelecimento 
correto do eixo esquerda-direita e desenvolvimento cardiovascular (Bamforth et al., 2004). 
Uma hipótese para não terem sido observadas diferenças significativas na expressão de Nodal 
neste estudo, ao contrário do descrito noutros estudos, poderá dever-se ao facto de que a análise 
é realizada em células indiferenciadas (D0) e os dados existentes são referentes a embriões ao 
dia 8.5 (Bamforth et al., 2004). 
 
Em relação às células C2fl/fl[Cre]B, tal como nas células E14T/flag-CITED2, os 
resultados da diferenciação cardíaca foram complementados por análise dos transcritos dos 
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genes Bmp4, Wnt3, Wnt3a, Wnt5a, Wnt5b, Wnt11, Dkk1, Cer1, FGF8, FGF10 e Nodal. No 
entanto, as expressões transcricionais existentes na sua grande maioria não são significativas 
de um ponto de vista estatístico e, aparentemente, a expressão de Cited2 indica que não houve 
knockout do gene, por isso a expressão destes genes em células C2fl/fl[Cre]B diferenciadas não 
é relevante para o que queríamos demonstrar. 
 No laboratório já foi efetuado uma cinética da expressão de Cited2 aos dias 0, 2, 3, 5 e 
12 de diferenciação em ESC C2fl/fl[Cre]B com e sem adição de 4HT no dia zero (D0) de 
diferenciação, durante 48 horas, onde foi concluído que os dias com menor expressão de Cited2 
são o D2 e D3 de diferenciação (Pacheco-Leyva et al. – manuscrito em preparação), podendo 
ser essa uma a razão do knockout destas mesmas células em meios condicionados aparentar ter 
níveis baixos de expressão e sem variações significativas do ponto de vista estatístico.  
 
Este estudo foi realizado em ESC de ratinho devido à sua analogia com Cited2 em 
humanos. Cited2 apresenta funções conservadas entre mamíferos placentários, com 95% de 
identidade entre humanos e ratinhos, possuí três regiões conservadas entre membros da família 
Cited, bem como uma junção rica em serina-glicina (SRJ para Serine-glycine Rich Junction em 
Inglês) característica do Cited2 e foi demonstrado que é possível substituir em ratinhos a 
sequência que codifica Cited2, por uma sequência de Cited2 humana, o que não originou 




















Através dos dados recolhidos das contagens de focos contrateis podemos concluir que, 
existem fatores secretados no meio condicionado elaborado a partir de células que sobre 
expressam flag-CITED2, as E14T/flag-CITED2, que promovem a diferenciação cardíaca, e que 
este meio é capaz de reverter os defeitos de diferenciação causados pelo knockout de Cited2.  
 
Relativamente à análise quantitativa de transcritos, referente às ESC E14T/flag-
CITED2, os resultados suportam a noção de que Cited2 está envolvido na diferenciação 
cardíaca de ESC, induzindo a sua especificação nas células indiferenciadas por mediação da 
expressão de genes de transcrição cardíaca e fatores secretados, como Dkk1, Fgf10, Wnt5a e 
Wnt11. 
 
 No que respeita às células C2fl/fl[Cre]B diferenciadas, os dados obtidos indicam que não 
houve knockout de Cited2, e por conseguinte a expressão destes genes não é relevante para o 







7. Perspetivas Futuras 
 
Para seguir a linha de investigação inicial, era interessante observar-se os efeitos de 
diferenciação mantendo o meio de células que sobre expressam flag-CITED2 até aos dias 5 e 
12 de diferenciação em ESC C2fl/fl[Cre]B com knockout de Cited2, em vez das primeiras 48 
horas, uma vez que já foi identificado através de uma cinética da expressão de Cited2 em ESC 
C2fl/fl[Cre]B, com e sem adição de 4HT ao D0, durante 48 horas, que os dias com maior 
expressão eram os D5 e D12. Novamente analisando posteriormente a expressão transcricional 
de Bmp4, Wnt3, Wnt3a, Wnt5a, Wnt5b, Wnt11, Dkk1, Cer1, FGF8, FGF10 e Nodal. 
 
Uma outra vertente que se poderia investigar seria demonstrar que os fatores 
identificados neste estudo, Dkk1, Fgf10, Wnt5a e Wnt11, estão a promover a diferenciação 
cardíaca, relativamente a outros, que possam estar presentes no meio condicionado de 
E14T/flag-CITED2, que podem igualmente contribuir para promover a diferenciação cardíaca 
e que não foram identificados. Para isso poderia, por exemplo, elaborar um meio de cultura em 
que esses fatores (Fgf10, Wnt5a, Wnt11, Dkk1) fossem os únicos presentes no meio utilizado 
para diferenciar ESC C2fl/fl[Cre]B, com knockout de Cited2, ou  até, se possível, utilizar o meio 
condicionado elaborado de E14T/flag-CITED2 na diferenciação de ESC C2fl/fl[Cre]B, com ou 
sem knockout, e adicionar inibidores dos recetores para os genes de interesse (Fgf10, Wnt5a, 
Wnt11, Dkk1) ou então anticorpos para cada gene e observar as alterações na diferenciação, 
identificando qual, o quais os fatores, Fgf10, Wnt5a, Wnt11 ou Dkk1 estão a promover a 
diferenciação cardíaca revertendo os defeitos de diferenciação causados pelo knockout de 
Cited2. 
 
Também é possível seguir uma abordagem em larga escala e identificar os fatores 
secreteados para o meio condicionado elaborado de células E14T/flag-CITED2, utilizando 
técnicas de Proteómica, como por exemplo, elaborar um gel SDS-PAGE 2D para separar as 
proteínas, seguido de análise por espectrometria de massa, permitindo assim a identificação das 
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